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Methode zur Verstarkung der apoptotischen Wirkung von 
Zytostatika ohne Erhohung toxischer Nebenwirkungen 



SS^^^^ Q ^ ^P^^en Wirkung von 
^ytostatika onne Erhohung toxischer Nebenwirkungen 

Zusammenfassurig der Erfindung 

tyJSS^^ die *™ §t von Tumoren gegenOber 

g.eichzeitig Hierbei ^erden 

a?o P t& d. 

2yt0Statika induzierten ^expression des 
2 ' *Z£^ Oberexpression von DNA- 

3 ' S^Wu^X 2S ^ 1 ^ lndi;2iert6n ° ber ™- von Onkogenen 
4 " -tlato^ oder mikrofilament- 

5. auf der Herunterregu iemnq von pSS^^ST? odar Jr°P<>Modulin), 

sind (Sucoinat D-WS5^^ ~rt 

d^D^ wird durch die g.eichzeitige Erhohung 

Gabe ^ Zunachst erfoigt die 

entspricht der im PaffipTXd ^5^21?^™"°'^^^ 
Nukleosiden zur Hemmuna von R«Lff„ »51 - Ve ™«ndung von 5'-substituierten 
beschriebenen SSSS^^STbSS^ Z *°statikabehandl U ng« 
Genamplifikation. Im Anschluss an "I 9 hemmt die Bildun 9 von 

(recovery phase" nach Ende der ^L^T^^S' ,n der Erh °'"ngsphase 
alleinigen Gabe eines Basmana^^ S and, S 8 L w,rd die ^andlung mit der 
welcher der BehJ^un^^^^J^T^ 0 ^ Benan dlungsmethode, mit 
vorliegenden Erfindung 9 entsche,dend verbessert wird, fart Gegenstand der 

*SL&*£* -SSSL^J^ ft ^ ™ ^-bstituierten 
Basenanalogon nach ^^^z^^S^ verstarken ,ass *. d ^s das . 
dieser .Erholungsphase" Qbe best mrnle to2S3^ ,Un ? ^ 3ppliziert wlrd - ln 
Expression von fQr das KrebsgeschTen relevant^ r?* ^ Wirkung auf die 

einher mit einer im Vergleich S^^zJSSS^^ ^ DieS& Wirkung 9 eht 
FQr sich allein gegeben MiSSl rfSf ^abehandlung verstarkten Apoptose. 
synergistischerEffellscheididS Base nanaloga keine Apoptose. Ein 

ist im Gegensatz 

zwischen Nekrose und Apoptose fassen sfrh f J l° dS 'Jt hend VOn Un ^chieden 
differenzieren. Apoptose hat dSl d ' e ? e , be,den Formen des Zelltods 
Charakteristika, dieals Eretnisse e£r ™ rp * oto 9 |sche ""d biochemische 

ablaufen. Der kontinuierlfche?Sze S ; lasS s ich^S? 8 * 8 " • K ? 8 .? ade nacnei " a n d ^ 

rrozess lasst sich in Phasen emteilen. Morphologische 



Kennzeichen der Apoptose sind Kernchromatinkondensation (Karvoovknosi^ 

Die Wirkung von Zytostatika beruht hauptsachlich auf der Stimulation von Aoontose 
E«n wesentl.cher Bestandteil der Erfindung es, die durch ReSzbildun^^^ 
Abnahme der apoptotischen Wirkung zu verhindern oder zumfnd S 9 

HIntergrund der Erfindung 

Krebserkrankungen sind beim Menschen eine der haufigsten Todesursachen und di* 
Chemotherap.e 1st die haufigste Behandlungsmethode. Die ^rStehSScten 
Hejlungschancen durch Chemotherapie beruhen auf dem Auftreten w^S^m" 
Diese Res.stenzen haben ihre Ursache darin, dass Zytostatika die I Exo^ssbn von 
Genen bee.nflussen und genotoxisch wirken, also Mutetlonen nSK™ 
und Rekombmationen induzieren und somit das Genom insta'bSereT Auf 
We.se induziert oder selektlert Chemotherapie restetente KrlbszenS Von soS 
durch Zytostatika induzierten Wirkungen sind" oft Onkogene Twt : B Res Bd2 Bar 
f hi My ?> Erb * 2 ' und andere betroffen. Zur ChemoresiSenz wSt auch dTe 
fehlregulierte Expression von Genen die etwas mit Sia SSL H 5 
Rekombination zu tun haben, bei (2 B p53 Gen TbRCAI/2 UB^N apfy "I 

MDW ). P (DT " D)> ° der Pr ° telne ' die ZVtortaHka transported (z^ 

Die meisten Zytostatika eliminieren Tumorzellen dadurch dass sie ADonto Se > 

Erfindung 

1995 wurden bis dahin unbekannte Wirkungen bestimmter Hormone und ^ 
subst.tuierter Nukleoside entdeckt. So unteVdruckten d ese die 2-Amino e" 
Mercaptopurin (AMP)-induzierte SV40 Amplifikation in Zelen des Ch^schen 
Hamsters, und die Triethylenmelamin induzierte Rekomb nation Mn Hefen D?e 
N„± CkU H nQ ' dass r , Beha ndlung von Leukamiezellen der Maus mit LSuieSn 
Nukleos.den d.e Doxorubicin (Adriamycin) irtduzierte Mdr1 Gen^mplifikation und 
Chemoresistenz hemmt, fuhrte zum Patent EP 0 806 956 B1 . ^ enamp,,T,Kat,on und 

UuWe^side 3 tdTs^n^nn^^ W ^- Unters ^hungen waren 5-substituierte 
7^r+ !'. va-n- Basenanaloga) immer zusammen mit einem oder mehrer^n 

Basenanaloga, fur sich allein gegeben. keine Wirkung 
Basenanaloga, zusammen mit einem Zytostatikum gegeben, Wirkung 
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Dies geschiehT BeeinfIussun 9 der <3enexpress,on bestlmmter Gene beschreiben. 



1. 
2. 



Durch Blockade von "survival pathways' in der Erholungsphase (recovery) 
Durch Blockade von DNA-Reparatur assoziierten Enzymen 
3. Durch Induktion von DT-Diaphorase Aktivitat. 

ErtSUSS* EXPreSSi ° n ATT ^«-*»-* enzyme in der 

apoptotischer .survival pathways", die STAT3 und JUiSd umfassw. an "" 
Kf^s^enT/ Erholu "9 s P ha - (—very phase, derZeiien auf, wie in 

menschllchef tebs^nkttn"^" n""" ** ^ EnWloM ^ -rschiedener 

i££w iSt ein essen ^»er Bestandteil des ..activating 

priori SmbbS?V F?,Ctor Kom P ,exes mit allgegenwartiger ExpresSt 
UV-BestrahlunS odt TNF r h ^, ^J?' 9 * Altemng und erh6hte A P 0 P to se nach 
D de Tf^SS^^^^^^ ° ieSeS Resuitat ,§sst vermuten. dass JIJN- 

dire" ^^nT^C^ 8 ^^^ ST maCht p2 ° 2 ' Welch * s 
Apoptose. reguiiert wird. Fibroblasten widerstandfahiger gegenQber 

urn etwa zwei Drittel herunter regSrt T ^ n J ^'"'Whaee (recovery phase) 

MKom^ nach Kobehandlung mit 

Wauf das Ko^t^ d,e Uberexpression des Onkogens 
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Tumoren. N j Pa«en,en 55 "Cfi. ^MSS^^h^ 
SrSSS^SSS? Patfenten ^ ™ r ™»^™^DO^ 

Sr&rzr^^^^ 

gegenuber DNA-Schaden.. APEX Nuklea^e ^einfMp f^* 1 dle Resis,enz 
der APEX Expression verdoppeKedeZel^ Blockade 

Nebenwirkungen belter ChlLtterapie aZlen ^ une ™°^^ 

SSoSEttlE! ^ITSPi w!rkunJ°von U EVDU fl auf e die K ^ 

Alleinbehandlung fflhrt weden da? w h R k f ? " auf SefQhrt. DOX 
Gewichtsabnahmen. Siohar ^ dass duroh BVDu" n,,^^'^" 9 ?? zu 
(mOglicherweise die for DOX cnaraWerisHsnto lEZSX ™L?' B N ? ber ™irkun S en 
nioht jedech die toxischen W^^^l^'° toX ^ vermWe * ««*". 

«' L Urc Sl?*e E Kna n Enz *™ ^^Erholungsphase 

erhdht, die von seohs Genen emiedrigt Express™ von aoht Genen 

Sig-nal^ * 
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Beispiele 

Beispiel 1: 

Ch^m;fh ehandlUn ? erh ° htdie Empfindlichkeit von AH13r Sarkomzellen gegeniiber 

ZWosta SS,mM^f? ^ Pto8< !: Di6 f WirkUng bl8ibt 3UCh nach Abse * en des 
zytostatikums in der s.g. Erholungsphase (recovery) bestehen. 

^^TB^U 9n m S ! 6 ^ 6 n D ^ 8en 6 l S Z y tostatikums Mitomycin C (MMC) 
MMr + R\m. « I ? 'hi ? u- a " e "Z 9 e 9 eben - zei 9te keine toxische W rkung 
m£m v ^ t 9 o h ? nach dr6i Be handlungszyklen z^r Verringerung der 
fuch l£L V TS e ? h zu, : Beh ^ dlun g mit MMC allein. Diese Hemmwirkung blieb 
auch nach Absetzen des Zytostatikums im nachsten Zyklus, in der s q 
Erholungsphase (recovery) bestehen. Die Zellen ohne MMC und BVDU wuchsen 

j6dOCh ' die WeiterNn BVDU erhielten ' " - "hrem 



150 -i 



■ ■ ■ ■ 



MMC allein 
MMC + BVDU 

BVDU allein - Erholungsphase 



100 



x 
c 

"55 
N 
i_ 




25 Tage 



35 



50 



70 

ng/ml MMC 



90 



100 



10 ug/ml BVDU allein 
> 
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DOX+ B/DUvoitehandeft 




1500 
900 
300 



MXA+ B/DUvorbehandelt 
Ohne BVDU 



MMC+ R/DUvoitehandelt 




Mit BVDU 




Tage 

Entsprechende Resultate wurden mit Methotrexat (MTX) Doxorubicin (DOY\ „nH 
Mitaxantion (MXA) auch bel Eta^ (DOX) und 

DerNachweis dass die Verringerung der Zellzahl auf Apoptose beruht wurde mittels 
Hoechst 33258 / Propidiumiodid (Hopi, Doppelfiirbung nachgevS? (Sch £T. 



Beispiel 2: 



Wir untersuchten verschiedene ..survival pathways" mittels Western Blot Analyse Die 
9nnK S T Z UrdBn x," 3 ? stan dardmethoden durchgefuhrt (Sambrook & Russef 
2001). Antikorper Verdunnungen: P-STAT3 (Cell Signaling 1 h50C JUN in /iSi' 
Cruz. California) 1:1,000. Die obere der beiden JUn'd ^landen zetat d^ull enSh 
.sow und d<e untere Bande die "truncated isoform". die 48 Amfnosluren ku^er 

l i^t%^° m r^™ en die Transkr iP«°n aktivieren, dfe « ta^SJffS 
jedoch effektiver als die ..truncated" Isoform. -name isi 
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n=.h nn?Sl 9 ^ S 5 erm . rtte ' t9 °« hal « a" Onkogen-Proteinen JUN-D and STAT3 war 
nach DOX-Behandlung in der Erholungsphase (r = recovery phase) urn ein Viertel 

ZyLtSTkum redU2i6rt - dSr " reC ° Ver ^ WW » ™ gegeben kefn 
fSeK rtSPre0hendeS Er9ebnis wunde in den Untersuohungen mit Mitoxantron (MXA) 



^ # 0 ^ ^ 





JUN D 



!/T..^ rSU S h mit Mitom y cin ? (MMC) bewirkte BVDU, in der „recovfery" gegeben, eine 
Kontrollnrveau^" 9 MM ° indu2ierten JUN " D Oberexpression 9 au?' das 



Beispiel 3: 

S?n^H. 8 n- 9 h, D Vl a Ph u° rase (DT - D) erfo, 9 te als Dicoumarol-inhibierbare 
Sartire H ^B^S^"* 1 ^^^ Wle karZlich besc ^en (Hodnick & 
DOX * BVDU'^S te u reucr * 9n Extrakte ei "er gleichen Anzahl von Zellen, die mit 
7%nL tJ?^ behandelt worden waren, auf DT-D-Aktivitat. Mit BVDU behandelte 

^^□SISS^ - ^ dt " d Aktivitat a,s die 2e,ien aus der 
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3 - 



1 




DOX 
allein 



DOX+ 
B/Dll 





DMSO BVDU M1X1 MB, 1. MIX, 2. MB, 2. MTX, 3. MB, 3. 
Passage Passage Passage Passage Passage Passage 
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Beispiel 4: 

Die Verringerung toxischer Nebenwirkungen von Doxorubicin (DOX) konnte im 

©ESS behaS 9 n 2ei9t H We ; den . 3 D - Ratten WUrden mit DimethybenzantKrazen 
(DMBA) behandel . Die h.erdurch induzierten Tumoren wurden durch DOX- 
Behandlung (1 mg/kg) in ihrem Wachstum gehemmt. Wahrend der Behandlunq und 
ZZJn%^ ^ der ., Be H hfndlung, also in der Erholungsphase (recover/ phase) 
erhielten die Tierejeweils 15 mg/kg BVDU. H ; 
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Durchschnitt der ; 
Daten von 5-8 
Ratten 



Kontrolle 



DOX allein 



DOX + BVDU 



Relative 
Tumor- . 
grfifce 
Tag 1 



1 



1 



relatives 
Tier- 
gewicht 
_Ta g1 



Relative 
TumorgroBe 

Tag 16 



1.5 



relatives 
Tiergewicht 

Jagjg 

±Z_% 

+ 7% 
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Beispiel 5: 

Auflistung der durch die Behandlung mit Basenanaloga und Mitomycin C 
beeinflussten Proteine. Die Ergebnisse der Durchfuhrung einer zweidimensionalen 
Gelelektrophorese sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst 



Protein 



DEAD/H BOX 1 ; DDX1 



DMSO Kontrolle 



0.88 



APURINIC ENDONUCLEASE; APE; APE1: APEX 




MALATE DEHYDROGENASE, SOLUBLE: MDH1 



MYOSIN, HEAVY CHAIN 1, NEURONAL SIMILARITY, ADULT" 
MYH1 



UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME E2N: UBE2N 



PLATELET-ACTIVATING FACTOR ACETYLHYDROLASE 
ISOFORM 1B, ALPHA SUBUNIT; PAFAH1B1 



U5 snRNP-SPECIFIC PROTEIN, 116-KD 



HEMOGLOBIN-BETA LOCUS; HBB 



HEMOGLOBIN-ALPHA LOCUS 1; HBA1 



ACTIN, BETA; ACTB 



MMC allein 



0.418 



0.182 



0.669 



0.363 



MMC "recovery", 
Welterkulti- 
vierung ohne 
MMC und BVDU 



0.219 



0.2 



0.088 



0.054 



0.163 



BVDU allein 



0.332 



MMC + BVDU 



1.359 



0.588 



0.178 



0.14 



MMC + BVDU 
"recovery", 
Weiterbehand- 
lung durch BVDU 
allein 



0.619 



0.523 



0.502 



0.316 



0.451 



Similar to BETA-ACTIN 



ACTIN like 



0.096 



0.357 



TROPOMODULIN 2; TMOD2 



0.112 



0.398 



F 

!p< 
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SUCCINATE DEHYDROGENASE COMPLEX, SUBUNIT A 
FLAVOPROTEIN; SDHA 



0.095 



0.28 



0.255 



abwesent 



PYRUVATE DEHYDROGENASE COMPLEX, E1 -ALPHA 

Polypeptide 1; pdhai 



1.751 



0.533 



UBULIN, BETA-5 



POLY(rC)-BINDING PROTEIN 2: PCBP2 



4.705 



1.553 



MALIC ENZYME 2: ME2 



0.912 



0.234 



Mini chromosome maintenance deficient 7; MITOTIN CELL 
DIVISION CYCLE-LIKE 1: CDCL1 



0.972 



0.322 



0.374 



0.119 
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Anspriiche 

1 E^hM^f f V t ret M k u ng der a P°Ptotischen Wirkung von Zytostatika ohne 
Erhohung toxischer Nebenwirkungen durch • 

S H^m^nnS V£ erexpre{ * sion von ZeJIprolifeartionsgenen wie DDX1, 
APEX 9 Uberex P ression von DNA-Reparaturgenen wie UBE2N oder 

% H H^hrT 9 , der 0berex P ressj °n von Onkogenen wie STATS oder JUN-D 

d) Hochregul.erung von mikrofilament- oder mikrofilament-requlatorischen 
Proteinen wie Actin, Tubulin, Myosin oder Tropo-Moduiin reaulatonschen 

e) Herunterregulierung von Proteinen, die in ATP Generierunq involviert sind 
wie Succnat Dehydrogenase oder Pyruvat Dehydrogenase ° ' 

f) Hochregulierung der DT-Diaphorase. 

2 ' E*TungspLse VOn BaSenanal °9 a «•* Chemotherapie in der 

3. Verwendung von BVDU nach der Chemotherapie in der Erholungsphase. 

4. Verwendung von Basenanaloga als Kobehandlung bei der Chemotherapie. 

5. Verwendung von BVDU als Kobehandlung bei der Chemotherapie. 

6 ' S™ 8 ■ ™ Kobehandlung bei der Chemotherapie, wobei 

7: JS^^flSSS^ Kon2entration ' die e,nen Blu, « 

8 - SSeS^ Konzentration, die einen Blutspiege, von 0.02 
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